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Summary 
1. The reason was investigated of the inhibition of mannose-6-phosphate phospho・
hydrolase (M 6 Pase) activity by phospholipase C and A2• Total M 6 Pase activity was assayed 
by inorganc phosphate liberation from M 6 P atpH 6.5 in the presence of taurocholate. 
2. Both PLase C and A2 inhibited M 6 Pase activity to the same extent in taurocho1ate-
disrupted microsomes as in undisrupted microsomes. 
3. During PLase treatment of microsomes， fatty acids accumulated and M 6 Pase activity 
decreased. The decrωse of M 6 Pase， however， was recovered by the addition of fatty acid-free 
bovine serum albumin to about 70% of the activity of untreated microsomes. Moreover， M 6 Pase 
activity was inhibited by fatty acid addition to the incubation medium. 
4. From above results it was concluded that phospholipases inhibit microsomal mannose-
6-phosphate phosphohydrolase activity mainly through the liberation of fatty acids from micro-
sornal phospholipids during phospholipase treatment. 
緒言
ラット肝 Msに PLaseCを作用させると PLの約3
分の 2が分解され， Ms膜内層に分布する M6 Pase， 
G 6 Pase， glucuronidase活性が阻害されることをこのシ
略号;BSA : bovine serum albumin， EtOH : eth-
anol， FA: fatty acid， Ms: microsomes， PLase: 
phospholipase， PL : phospholipid， PC & PE & PI 
& PS : phosphatidyl-choline & -ethanolamine & 
-inositol & -serine， Sph: sphingomyelin， TC: 
Na taurocholate 
本本研究の一部は日本農芸化学会 昭和59年度大会
(1984)で発表した(要旨集， p.371) 
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リーズ第 1報で報告した1)
PLaseは水溶性の高分子だから Ms膜の内層にまでは
侵入しないと考えられて， PLや酵素活性などの Ms膜
内外層への分布を測定するのに使用されてきた3). また，
M 6 Paseは等張条件で界面活性剤不添加の場合の活性
の小さいほど Ms膜の破壊が少ないと考えられている“.
界面活性剤で膜を破援した場合に発現する total
M 6 Pase活性が PLaseCで阻害されることを示した第
1報の結果は， PLase Cの作用が内層にまで及ぶことを
示唆する.もし，それが PLaseCの内層への侵入によ
るものであるならば， PLase Cはprobeとして使用でき
ないことになるので，阻害様式の解明は重要な問題であ
る.
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本報では， M 6 Paseの阻害は PLase及び Ms内在性
hepatic lipaseによって PLから生成し蓄積された脂肪
酸2)による，という結果を報告する.
実験材料及び方法
1. Msの調製
ドンリュウラット(日本ラットK.K.より購入)の肝
臓から，前報のように調製した1.2).
2. MsのPLase処理
0.25 M sucrose， 50 mM Tris-HCl (pH 7.6)，各 5mM
のCaC12及び Mg(OAc)2の組成の反応液 1.8mlに蛋白
質 10mgを含む Ms(10mgMs)を suspendし， 50% 
glycerolに溶解した PLaseC叉は A2を6単位加え，
19・に30分 incubateした.33 mM Na2 EDT A 0.2 ml添
加して PLぉe作用を停止して， PLase-treated Msとし
て用いた.Treated Msを回収する場合は，多量の氷冷
0.25 M sucroseで希釈し， 54，000 x g， 60分遠心し沈殿さ
せた.
3. Disrupted Msの調製
Ms叉は PLase-treatedMsを 0.25M sucrose-10 mM 
Tris-HCl (pH 7.6)中に suspendして TCを0.4%にな
るように添加し，氷水中に30分以上 incubateして実験
に供した.
4. M6Pase活性のi!1J定
4-1. Undisrupted Activity ; TCによる Ms膜の溶
解操作を加えないで測定した活性である. 反応、液 1ml 
中に 50μmolcacodylate buffer (pH 6.5)， 250μmol su・
crose， Ms叉は treatedMs約 1mg， M 6 P 10fMl101を
含む組成で， 3ぴに10分 incubateし， 10% TCA 1 ml加
えて反応を停止し生成した Piを測定した.
4-2. Total Actirity ; TC-disrupted Msが示す活
性である. 3で調製した disruptedMsを，終濃度0.4%
TCに調整した 4-1と同一組成の反応液と incubateし
た.
G 6 Pase活性は， M6Pの代りにG6Pを同量用いて
測定した.
5.分析
蛋白質は Lowryらの方法日の Markwellらによる変
法的によって定量した. リン酸及び脂質成分の定量は前
854 
報1.2)にしたがった.
6.試薬
PLase C (Clostridium terfringens)及びA2(Naja naja)， 
M 6 P， G 6 P， Na taurocholate， F A-free bovine serum 
albuminは Sigrna社より，脂肪酸は東京化成工業より
購入しそのまま使用した.
実験結果
最初に M6 Pase活性の測定条件を検討して， dis. 
rupted Msによる Pi生成量(totalactivity)はTC濃度
0.2~0.4%で最大であり， 20分まで時間に比例し， 10分
間の Pi生成量は Ms3mg/mlまで比例関係にあること
を確認した.この結果から反応液 1mlあたり Ms1 mg， 
0.4% TC，反応時間10分の反応条件を設定した.
1. PLase C によ~ M6Pase 活性の阻害
EDTAで反応停止した PLaseC-treated Msを用いて
M 6 Pase活性阻害を吟味した結果を Fig.1に示す.第
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Fig. 1. Effect of PLase C on Microsomal M 6 
Pase Activities. 
1報口の結果と同じく， undisrupted activityは PLase
C処理で阻害されないが， PLase C-treated Msを dis-
ruptして発現する totalactivityは2分の l以下まで
低下した.なお， PLase-treated Msを遠心して回収し
た場合の totalactivityも同じ結果を示した.叉， M6P 
の代りにG6Pの水解活性測定でも向様であった.
この結果は見かけ上 PLaseCが内層まで影響するこ
とを示すが， undisrupted Msの M6 Pase活性は全活
性の 8%程度にすぎずに阻害もされなL、から， PLase C 
が内層にまで侵入して阻害したとは考えがたい. この
点を検討するために，あらかじめTCで膜を溶解して
Microsomal M 6 Paseの阻害一一須藤・畠山
PLaseが内層に直接作用できると考えられる条件下での
M 6 Pase活性の阻害について実験した.
2. M 6Pase活性阻害に及ぼす TC前処理の影響
TCで Msを前処理したのち， O.4%TC共存下に
PLase C又はんを作用させた場合の M6 Pase活性の
阻害を Fig.2に示す.白抜き柱で PLase処理しない
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Fig. 2. Effect of Pre-disruption of Microsomes 
with Taurocholate before PLase Tr回 t-
ment on Total M 6 Pase Activity. 
Ms活性を，斜線柱で PLase処理した Msの活性を示
す_PLase処理と TC処理の順序は図中に矢印で示す.
TCで膜を disruptしてから PLaseを作用させた場合
も， PLase処理を先にしてから TCでdisruptした場合
と同じ程度の阻害を示した.また， PLase A2の方が C
より阻害が大きい.G6 Pase活性でも同様の結果であ
っTこ.
以上のように， PLase作用の前に TCでdisruptして
も，しない場合と阻害に差がないことは， PLaseは酵素
蛋白質に直接作用するよりも，膜脂質を変化させること
によって阻害をおこすことを示すと考えられるので，
PLの分解を検索した.Fig.3にTC処理 Msに PLase
Cを作用させたものの PL定盆の結果を示す.白抜柱で
untreated Msの全 PLリンに対する各 PL種リンの%
を，斜線柱で PLaseC作用後残存した各 PL種リンの
%をあらわす.PL全体の分解は100%にならず.PEと
PCが強〈分解され，残存 PL中での PI+PS画分の割
合が相対的に大きくなり， TC-undisrupted Msに
PLase Cを作用させたときの分解1)と同じ傾向であっ
た.また， PLaseの作用によって M6 Pase活性阻害物
質の生成することが考えられる.使用した実験条件で
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Fig. 3. Degradation of Microsomal Phospholipid 
Species by PLase C in the Presence of 
Taurocholate. 
は， PLase A2による FAの生成だけでなく， PLase C 
でも二次的に FAを生成するのので，次に FA生成と
M 6 Pase活性の阻害の相関を検索した.
3. FA生成と M6Pase阻害
Di釘 uptedMsに19・で PLaseCを作用させた場合の
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Fig. 4. Relation of Phophatase Activities and 
Fatty Acid Accumulation. 
(A) PLase C Tr回 tment
(B) PLase A2 Tr鎚 tment
・，M 6 Pase ; x， G 6 Pase ;ム， FA 
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FAの生成量と M6 Pase及び G6 Pase活性変化の
time courseを Fig.4Aに， PLase A2の場合を Fig.4
Bに示す.いずれも時間の経過につれて FAの生成量が
増し(FA生成は TLCでも確認した)， M 6 Pase活性は
低下する. PLase Cでは変化はややゆるやかであった
が， A2では5分くらいまでに急激な変化がみられた.
いずれの場合も FA生成量 0.1μmol程度で50%以上の
阻害がみられた.
以上のように， M 6 Pase阻害と FA生成量に相関が
みられたので， F A-free BSA添加による FA除去の効
果の有無について実験した.
4. BSA添加による阻害の回復
PLase処理 Msに FA-freeBSAを添加し，ぴで30分
incubateしたのち M6 Pase活性を測定した. (Fig.5). 
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Fig. 5. Effect of BSA on M 6 Pase Activity of 
PLase-treated Microsomes. 
Ms蛋白 1mg当り 20mgBSAまで M6 Pase阻害の回
復がみられたが， PLase C未処理活性(5 fIllol Pi/10 
min/mg蛋白)の70%までの回復であり，なお30%の限
害がみられた.
これらの反応条件では， PLaseの作用によって FAが
蓄積されるにしたがって M6 Paseが阻害されるが，
BSAを添加すると大巾な活性回復がみられたことは，
阻害の原因の大きな部分は FAによると考えられる.こ
の点を直接検証するため，反応系に FAを添加して阻害
有無を検索した.
5. FA 添加によ~ M6Pase活性の悶害
TC-disrupted Ms tこFAを添加したときの M6 Pase 
活性の阻害をFig.6に示す.使用したFAはoleicacid， 
856 
Pereent of control 
|¥.--:::-三、
0 
o 0.01 0.05 0.1 
Fatty acid >川ol/mgprotein) 
Fig. 6. Inhibition of M 6 Pase Activity by Fatty 
Acids added. 
linoleic acid， linolenic acidの3種で， EtOHに溶解し
て添加し反応液の EtOH濃度を5%に調整， 19・に30
分間 incubateした. 0.1μmol/mg Ms蛋白で強い阻害
がみとめられた.また， 5% EtOHのみのcontrol値は
2.43μmol Pi/10min/mg proteinであって， disrupted 
Ms の活性が 5~6μmol であるから， 5% EtOHは50
%以上 M6 Pase活性を阻害した.
考 察
本シリーズ第2報に示したように， Msは PLaseC処
理でも FAを生成する2>. FAの蓄積とM6 Pase活性の
減少がパラレルであり (Fig.4)，血清アノレプミンで活性
が回復し(Fig.5)，かつ長鎖FAの添加でM6 Pase活性
が強く阻害される(Fig.6)ことは， PLaseは FAを生成
して M6 Pase活性を阻害することを明示している.FA 
は脂溶性で Ms膜の透過バリアを通過するので，内外題
への酵素などの分布を調査するのに PLaseを用いる際
には， FAなどの阻害作用に留意する必要がある.
今回の FA添加実験ではFAをエタノールにとかし，
反応、液は5%エタノールに調整したが， M 6 Pase活性は
そのエタノール濃度でも50%組害された.今後 FAの阻
害機構の解明のためには，有機溶剤を用いないで行なえ
る実験方法とより純化した酵素系の考案が重要である.
摘 要
1.肝マイクロソームの mannose-6-phosphate水解
活性(M6 Pase活性)の phospholipaseC及びんによる
阻害様式を研究した.
Tota! M 6 Pase活性はタウロコール酸Naでマイクロ
ソームを溶解したのち，その存在下， pH6.5で M6P
Microsomal M 6 Paseの阻害ー一一須藤・畠山 111 
から遊離する無機リンを測定して求めた.
2. Phospholipase C及び A2とも，マイクロソーム
をあらかじめタウロコール酸 Naで溶解してから作用さ
せても，未処理マイクロソームに作用させた場合と同程
度の阻害効果を示した.
3. Phospholipase処理中.脂肪酸の生成と M6 Pase 
活性の減少がパラレルに進行し，これに牛血清アルブミ
ンを添加すると M6 Paseは未処理マイクロソ ームの70
%程度まで回復した.また，外部から添加した脂肪酸に
よって強く阻害された.
4.以上によって， phospholipase処理中に生成する
脂肪酸がマイクロソ ームの mannose-phosphate水解酵
素活性を阻害すると結論した.
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